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© Mischkristalle aus Insulin und Insulfnderivaten, Verfahren zur Herstellung dieser Mischkristalte, 
diese MIschkristalie enthaltende pharmazeutlsche Mittel und ihre Verwendung zur Behandlung von 
Diabetes mellltus. 

® Mischkristalle aus 

A. nativem Insulin, des-Phe-B1 -Insulin, des- 
Thr-B30(Human)-oder des Ala- B30(Sch wei n. Rind Hn- 
sultn und 

B. mindestens einem am C-terminalen Ende 
der B-Kette basisch modlfizierten insulin. - vorzugs- 
weise aus Humaninsulin (A) und Arg-B31 -Humanin- 
sulin und/oder Arg2-(B31-32)-Humaninsulin (B) - 
warden durch Kristalitsation aus wafiriger Losung 
innerhalb eines engen pH-Bereichs (von etwa 5,5 bis 
etwa 6,9) erhalten. 

Die Misclikristalle zeigen ein spezielles mittleres 
Retard-Profil und eignen sich zur Behandlung von 
Diabetes mellitus. 



CM 
< 

CO 
CO 
00 



CSi 



D. 



Xerox Copy CentfG 



BNSDCXJtD: <EP_0291Be3A2J_> 



1 



0 291 863 



2 



MIschkrIstalle aus Insulin und InsuIInderivaten, Verfahren zur Herstellung dieser Mischkristalle, diese 
Mischkristalle enthaltende pharmazeutlsche Mittel und ihre Verwendung zur Behandlung von Diabetes 

mellitus. 



Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselstorung, 
die ais wesentliches Symptom einen erhohten Blut- 
zuckerspiegel zeigt. Sie hat Ihre Ursache darin, daJ3 
das pankreatische Hormon insulin nicht in genu- 
gender Menge freigesetzt wird. Die Substitution 
des natUrllchen Hormone geschieht heute in der 
Regel durch tierisches Insulin, das aus Schlacht- 
tierdrusen isoliert wird oder humanes Insulin, das 
semisynthetisch aus Schweineinsulin oder durch 
gentechnologische Methoden zuganglich ist. 

Die spezielle chemische Natur des insulins 
bringt es mit sich, da/3 die Therapie in der Regel 
parenteral erfolgt; das Hormon wurde z.b. bei 
Magen/Darm-Passage vollstandig abgebaut. noch 
bevor es zur Wirkung kommen kann. Abbaureaktlo- 
nen, im wesentlichen durch verschiedene. relativ 
unspezifische proteolytische Enzyme, finden aber 
auch am Injektionsort und in der Zirkulation statt. 
Die dadurch bedingte kurze Halbwertszeit in vivo 
von nur etwa 7 Minuten Ist physiologisch im Sinne 
einer Homoostase im Grunde sinnvoll; die Therapie 
wird dadurch aber erheblich erschwert. weil der 
Diabetiker bis zu viermal taglich, in der Regel kurz 
vor den Mahlzeiten, sprltzen mufi. 

Nun ist die Dlabetestherapie gekennzeichnet 
von indivlduellen Einflufifaktoren. wie Unterschiede 
in der Verwertbarkeit der Mahlzeiten, Unterschiede 
in der Charakterfstik des Unterhautgewebes, dane- 
ben aber auch die speziflschen Efigewohnheiten, 
korperliche AktivitMten und vieie mehr. Es ist somit 
unabdingbar fOr eine gute Blutzuckereinstellung, 
eine Reihe von InsulinprSparaten mit unter- 
schiedlicher Wirkungscharakteristik zur VerfUgung 
zu haben, die den individuellen Bedurfnissen ange- 
pa/5t sind. Im Zusammenhang mit nicht- optimaler 
Bnstellung werden neben den unmitteibaren sut> 
jektiven und objektiven Effekten, wie Hyper- oder 
Hypoglykamien, insbesondere der Formenkreis der 
diabetischen Spatschaden, diskutlert. Dazu zMhlen 
vor allem Makro- und Mikroangiopathie, Neuropa- 
thie. Nephropathie und Retinopathie. 

Als Praparationen, die den Bedurfnissen der 
Patienten angepaDt sind, haben sich neben reinen 
Verzogerungsinsulinen vor allem sogenannte Inter- 
mediarinsuline erwiesen. Sie stellen Mischungen 
aus einer verzogerten und einer sofort und kurz 
wirksamen Komponente dar. Solche Mischungen 
stellen komplizierte Mehrphasensysteme dar, die 
Qber jange Zeit hinweg nur in relativ eng begrenten 
Mischungsverhsiltnissen stabil bleiben. So ist bei- 
spielsweise eine Suspension von 2-Zlnk-Insurmkri- 
stallen vom Schwein nicht frei mischbar mit gelQ- 
stem Schweineinsulin. Sofort oder im Lauf der Zeit 



fallt das zugemischte, geloste Insulin wegen des 
relativ hohen Zinkgehalts, der zur Stabilisierung der 
Kristalle notig ist. aus. Solche Mischungen sind 
innerhalb enger Grenzen stabil, wenn als gelostes 
5 Insulin Rinderinsulin (hiermit wird jedoch die Spe- 
ziesreinheit, eine medizinisch erwGnschte Bgen- 
schaft, eingebu0t) oder eine Mischung aus gelo- 
stem Schweineinsulin und des-Phenylaianin(B1 )- 
Schweineinsulin verwendet wird (GB-A-1 492837). 
70 Vorteilhafter hinsichtlich der Mischbarkeit mit gelo- 
stem Insulin sind Protamin-lnsulln-Zubereitungen, 
wenn als Verzogerungskomponente Kristalle aus 
Protamin und Insulin im isophanen Verhaltnis ein- 
gesetzt werden. Mit diesen PrSparaten sind NPH 
75 (= Neutral-Protamin-Zubereitung nach Hagedorn)- 
typische Wirkprofile herstellbar. Die Gegenwart des 
Protamins (als solches oder in Salzform) als Zusatz 
erscheint zwar vertretbar. weil Protamin ein relativ 
unbedenkliches korperfremdes Protein ist; trotz- 
20 dem bleibt es jedoch ein korperfremder Stoff, der 
zumindest bei - gegen korperfremde Proteine be- 
sonders empfindlichen - Patienten zu unenwQn- 
schten Reaktionen fuhren kann. 

Wichtig Ist deshalb die Bereitstellung stabiler 
25 phamnazeutlscher Mittel, die eine den individuellen 
Bedurfnissen des DIabetikers angepafite wirkung- 
scharakteristik aufweisen und die au0erdem nur 
minimale Mengen korperfremder Hilfsstoffe. insbe- 
sondere nur minimale Mengen kiSrperfremder Pro- 
30 teine, Oder am besten Oberhaupt keine solchen 
Stoffe enthalten. Wirkstoffkombinationen aus nati- 
vem Insulin bzw, dessen Des-Phe^^-Analogen und 
Insulin-Derivaten, deren B-Kette C-terminal eine 
organische Gruppe basischen Charakters tragt 
35 stellen in dieser Hinsicht einen erheblichen Fort- 
schritt dar (vgl. z.B. EP-A-1 32769). 

Insulin-Derivate, die am C-terminalen Ende der 
B-Kette die Reste Arg-OH oder Arg-Arg-OH tragen, 
sind bekannt. Diese Derivate entstehen bei der 
40 enzymatischen Umwandlung von Proinsulin in Insu- 
lin in vivo als naturfiche zwischenprodukte und sind 
auch in kleinen Anteilen in Pankreasextrakten nach- 
weisbar. Die genannten Reste werden normaterwei- 
se durch Trypsin und/oder Carboxypeptidase B 
45 Oder Enzyme mit ahniicher Spezifitat unter Freiset- 
zung des nativen Insulins abgespalten. 

Weitere C-terminal basisch modifizierte Insulin- 
Derivate sind z.B. bekannt aus EP-A-1 32770 sowie 
auch EP-A-1 40084. 
60 Diesen Insulin-Derivaten ist gemeinsam, da/3 

die zusatzliche(n), an der Oberfiache des Molekuls 
befindiiche(n) positive(n) Ladung(en) dem MolekQl 
einen in den Neutralbereich hinein verschobenen 
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isoelektrischen Punkt verleihen, Je nach Derivat 
werden isoelektrlsche Punkte von etwa 5.8 bis etwa 
8,5, insbesondere etwa 6.2 bis etwa 8.2, in der 
isoelektrischen Fokussierung gemessen. Damit 
sind die Derivate inn Neutralbereich weniger loslich 
als natives Insulin, das selnen isoelektrischen Punkt 
und damit den Bereich maximaler Unlosfichkeit bei 
pH = etwa 5.4 hat, wahrend es im Neutralbereich 
normalerwelse gelost voriiegt. 

Es kommen therapeutisch interessante Kombi- 
nationen zur Anwendung, wie etwa die Mischung 
von Insulin in geloster Form oder in Form von 
NPH-Kristallen oder anderen klassischen Verzoge- 
rungsformen + Insullnderivat. Auf diese Weise las- 
sen sich u.a. sehr lang wirksame Praparate mit 
differenziertem Basalprofil herstellen. Gerade beim 
Humaninsulln ist dies wunschenswert. da nach den 
bisherigen Erfahrungen dessen Wirkungsdauer 
weder in Form der Zinkkristalle noch in Form der 
NPH-Kristalle ein echtes Ultra-Retard-Profil (wie 
etwa die anaiogen Rinderinsulinpraparate) aufweist. 
Diese bekannten Zubereitungen enthalten Zinkio- 
nen von bis zu 1 %. insbesondere aber nicht uber 
0.8 %. bezogen auf die Insulin-lnsulinderivate-Mas- 
se. Gewohnlich genUgen zur Kristallisation relativ 
gerlnge Zinkmengen von maximal nur etwa 40 
ug/100 Internationale Einheiten (I.E.). bevorzugt 
aber nIcht uber etwa 30 ug/100 I.E., die u.U. be- 
reits in der Trockensubstanz enthalten sind. Sie 
kSnnen auBerdem Hilfsmittel mit verzogernder Wir- 
kung auf die Insulinfreisetzung, wie Giobin oder 
Protaminsulfat. enthalten. 

Neben den Vorteilen hinsichtllch KristallgrSfle 
und deren Homogenltat bedingt der relativ geringe 
Zinkgehait, der unterhalb der Konzentration liegt, 
bei der Zink als Depottrager zu betrachten Ist. dafi 
die Kristallsuspension frei mit gefostem Insulin mi- 
schbar sind. Es ist somit beispielswelse moglich, 
Insulinlosungen mit Suspensionen der Insulin- 
Derivat-Kristalle vor der Applikation zu vereinigen. 

Durch Variation der Antelle der einzelnen Kom- 
ponenten laflt sich das Wirkprofil des so erhaltenen 
Arzneimittels steuern. 

Somit weisen Kristallsuspension en aus den be- 
schriebenen Derivaten in vorteilhafter Weise jene 
Eigenschaften auf, die zur Behandlung des Diabe- 
tes mellitus wunschenswert sind. Das Verzoge- 
rungsprinzip ist den Insulin-Derivaten inharent und 
geht auf ein proteinchemisches PhSnomen, die 
Schwerloslichkeit am isoelektrischen Punkt. zuruck. 
Es ergibt in der Praxis ein echtes Ultra-Retard- 
Profil. 

Daruberhinaus ist es aber auch wun- 
schenswert. neben dem Ultra-Retard-Profil mittlere 
Retard- Profile zur Verfugung zu haben. 

Diese Aufgabe konnte erfindungsgemafi durch 
die Erzeugung und ellung neuer Mischkristalle aus 



A. nativem Insulin. des-Phe-BI-lnsulln, des- 
Thr-B30-(Human)-oder des-Ala-B30-(Rind. 
Schwein)-lnsulin und 

B. mindestens einem am C-termlnalen Ende 
5 der B-Kette basisch modifizierten Insulin gelost 

werden. 

Die fur die Komponente A in Frage kommen- 
den Stoffe sind solche mit einem isoelektrischen 
Punkt von kleiner Oder gleich etwa 5,5; die basisch 
70 modifizierten Insuline der Komponente B sind 
solche mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 
etwa 5,8 und etwa 8,5. 

Die erfindungsgemaflen Mischkristalle zeigen 
gegenuber den bekannten rein physikalischen 

75 Gemischen der gleichen Einzelkomponenten trotz 
ihrer vergleichbaren Stabilitat (ohne oder bei nur 
niedrigem Zinkgehaft) eine deutliche Verringerung 
der extrem langen Wirkdauer mit einer Wirkstarke. 
wie sie mit klassischen Depot-lnsulin-Praparaten 

20 (mit Protamin-lnsulfn-Kristallen oder 2-Zinklnsulin- 
Kristailen) - deren Wirkdauer weniger lang ist - zur 
Behandlung von Diabetes mellitus VenA^endung fin- 
den. Dabei ist jedoch die Wirkdauer gegenOber 
den klassichen Depot-lnsulin-Praparaten deutlich 

25 verlangert; sie liegt also etwa zwischen der Wirk- 
dauer der genannten klassischen Depot-lnsulinpra- 
parate und der extrem langen Wirkdauer der rein 
physikalischen Gemische der Einzelkomponenten 
A und B. Dieser Effekt ist besonders im Falle der 

30 Humaninsulin-Therapie wQnschenswert und war 
bisher nicht moglich. Es ist aufierordentlich uben-a- 
schend. dafl die erfindungsgemaBen Mischkristalle 
gerade diesen Effekt zeigen. 

Der notwendige rasche Wirkungseintritt des In- 

35 sulinanteiles A geht trotz der Mischkristallisation 
nicht verloren und kann gegebenenfalls durch 
mechanische bzw. physikalische Mischung mit 
gelostem Insulin beschleunigt werden. 

Der unenft^artete. therapeutisch auiSerordentlich 

40 nutzliche Effekt kommt wahrscheinlich durch die 
leichtere Aufl5sbarkeit des Kristallgitten/erbandes 
der basisch modifizierten Insuline B bei physiologi- 
schen pH-Werten nach gezieltem Einbau von Stor- 
stellen mit Hilfe der Komponente A mit niedrigerem 

45 isoelektrischen Punkt zustande. 

Das bevorzugte Gewichtsverhaltnis der Kompo- 
nenten A und B in den erfindungsgemSfien Mi- 
schkristallen liegt bei etwa (10-90):(90-10). Dies 
bedeutet da/3 jede der beiden Komponenten A und 

50 B normalenA^eise zu mindestens etwa 10 Gew,-% in 
den Mischkristallen vorliegen soil. 

Mischkristallkomponente A ist natives Insulin - 
hauptsachlich Human-. Schweine- oder Rinderinsu- 
lin des-Phe-B1 -Insulin (vorzugsweise Human, 

56 Schwein oder Rind) und des-Thr-B30-Humaninsulin 
Oder des-Ala-B30(Schwein.RindHnsulin. Im allge- 
melnen besteht die Komponente A nur aus einem 
Vertreter dieser Insuline, wobet (natives) Humanin- 
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suiin bevorzugt ist. 

Die Mischkristallkomponente B wird von minde- 
stens einem am C-terminalen Ende der B-Kette 
basisch modifizierten Insulin gebildet. AIs solche 
entsprechend basisch modifizierten Insulins kom- 
men 2.B. die Insulin-Derivate gema/3 Formal 1 in 
EP-A-132769. EP-A-1 32770 und EP-A-140084 in 
Frage. Bevorzugte Komponenten B sind Arg-B3l- 
Humaninsulin und Arg2-(B3l-32)-Humaninsulln. 

Die Komponente B kann sowolil aus einer als 
aucli aus mehireren Einzelverbindungen bestehen. 
Die Einzelverbindungen wie z.B. die beiden zuletzt 
genannten Humaninsulin-Derivate. kQnnen prakti- 
sch in jeder belleblgen Mischung vorhanden sein. 

Die Komponenten A und B sind weiterliin in 
den Mischkristallen vorzugswelse von der gleichen 
Spezies (also z.B. beides Human oder Schiwein). 

Besonders bevorzugte Mischkristalie entiialten 
als Komponente A Humanlnsulin und als Kompo- 
nente B Arg-B31 -Humanlnsulin oder Arg2-(B31-32)- 
Humaninsulin oder eine beliebige Mischung von 
letzteren. 

Die Mischkristalie aus den Komponenten A und 
B konnen erfindungsgemMS nur aus einer L5sung 
eines ziemlich engen pH-Bereichs erhalten werden; 
auflerhalb dieses engen pH-Bereiches werden 
GberraschendenA^eise keine - oder jedenfalls keine 
optimalen - Mischkristalie mehr erhalten. 

Das erfindungsgemafle Verfahren zur Herstel- 
lung dieser Mischkristalie ist dadurch gekennzeich- 
net, dafl man eine wa/^rige Losung aus 

A. nativem Insulin, des-Phe-B1 -Insulin, des- 
Thr-B30-(Human)-oder des-Ala-B30- 
(Schwein.RindHnsulin. 

B. mindestens einem am C-terminalen Ende 
der B-Kette basisch modifizierten Insulin, minde- 
stens einem physiologisch vertragllchen Konservle- 
rungsmittel, mindestens einem physiologisch ver- 
tragllchen Isotoniemittel, mindestens einer 
physiologisch vertraglichen Saure. sowie gegebe- 
nenfalls weiteren physiologisch vertraglichen 
Zusatz- und Hilfsstoffen. des pH-Wertes von etwa 
2.5 bis etwa 3.5 herstellt da5 man die Losung 
dann durch Zusatz einer physiologisch vertragli- 
chen Base sowie gegebenenfalls eines physiologi- 
sch vertraglichen Puffers auf einen pH-Wert von 
etwa 5.5 bis etwa 6.9, vorzugswelse von etwa 5,9 
bis etwa 6.5. und die Mischkristalie aus den Kom- 
ponenten A und B aus dieser Losung zur Kristalii- 
sation bringt 

Die Gesamtkonzentration der Komponenten A 
und B in der waBrigen Losung vor der Kristallisa- 
tlon kann in einem relativ weiten Bereich - 
schwanken; bevorzugt ist jedoch eine Konzentra- 
lion zwischen etwa 0,2 und etwa 40 mg/ml, insbe- 
sondere von etwa 1 bis etwa 7,5 mg/mL 

Als Komponenten A werden bevorzugt solche 



mit einem isoelektrischen Punkt von kleiner Oder 
gleich etwa 5,5 eingesetzt; 

die in Frage kommenden Komponenten B sollen 
einen isoelektrischen Punkt zwischen etwa 5,8 und 

5 8,5 besitzen. 

Ansonsten gilt fur die Komponenten A und B 
das Gleiche wie bereits vorstehend be! der Be- , 
schreibung der erfindungsgemaBen Mischkristalie 
ausgefOhrt. Bevorzugte Komponente A Ist Huma- 

10 ninsulin, bevorzugte Komponente B Arg-B31- 
Humaninsulin und/oder Arg2-(B3 1-32)- Humanlnsu- 
lin. Im Falle des Einsatzes von mehr als einem 
Vertreter der Komponente B kann durch deren Mi- 
schungsverhaltnis das gewunschte Blutzuckersen- 

75 kungsprofi! gut eingestellt werden. 

Die Komponenten A und B kdnnen ihrerseits 
im Prinzip in beliebigem Mischungsverhaltnis wer- 
den; bevorzugt ist jedoch ein Gewichtsverhaltnis 
von etwa (10-90):{90-10). Etwa in dem gleichen 

20 Gewlchtsverhaltnis. welches in der Ausgangslo- 
sung eingestellt wird, finden sich die Komponenten 
A und B dann auch in den Mischkristallen wieder. 

Als physiologisch vertragliche Konservierungs- 
mittel konnen die fDr solche Zwecke ublichen und 

25 bekannten Mittel verwendet werden, also z.B. 
aromatische Hydroxyverbindungen wie Phenol, m- 
Cresol und/oder p-Hydroxybenzoesaureester (von 
letzterem hauptsachlich der Ethylester) etc- Auch- 
die Konzentration des bzw. der Konservierungsmit- 

30 tel soil im ublichen Rahmen liegen. Zweckma/2ige 
Konzentrationen liegen zwischen etwa 0.02 und 
etwa 1 (Gew.)%. 

Als physiologisch vertragliche Isotoniemittel 
kommen ebenfalls die fur solche Zwecke Gblichen 

35 Verbindungen in Frage wie z.B. Glycerin und/oder 
NaCl etc. Auch deren Konzentration soil im ubli- 
chen Rahmen liegen; d.h. hier also vorteilhaft bei 
etwa 300 Milli-OsmoL 

Als physiologisch vertragliche Sauren (zur Ein- 

40 stellung des pH-Wertes) werden z.B. Essigsaure, 
Zitronensaure, Phosphorsaure etc. eingesetzt. Ihre 
Konzentration ergibt sich im wesentlichen durch die 
pH-Werte-Begrenzung der LSsung. 

In Frage kommende physiologisch vertragliche 

45 Basen sind z.B. NaOH, KOH etc. 

und physiologisch vertragliche Puffer z.B. Natriu- 
macetat, -citrat, -phosphat, Tris-{hydroxymethyl- 
)aminomethan, etc. 

Die Kristallisationslosung kann gegebenenfalls 

50 naturlich auch weitere physiologisch vertragliche 
Zusatz- und Hllfsstoffe wie z.B. ein Zn-Salz, enthal- 
ten. 

Nach dem Einstellen des pH-Wertes der 
(zunSchst ziemlich sauren) Kristallisationslosung 
55 auf etwa 5.5 bis etwa 6,9. vorzugswelse von etwa 
5.9 bis etwa 6,5, laflt man die Losung bei einer 
Temperatur von vorzugswelse etwa 3 bis 27° C, 
insbesondere von etwa 10 bis 20^0, stehen; die 
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Mischkristalle aus A und B kristallisieren dann 
mehr oder weniger schneli aus. 

Sie konnen zusammen mit der uberstehenden 
Losung gleich als entsprechende pharmazeutische 
Mittel verwendet werden. Wenn der Losung Zn- 
lonen (in Form entsprechender Verbindungen) als 
Depot-Hilfsmittel zugesetzt wurden, soli die Menge 
^ vorzugsweise so eingestelit worden sein, da0 die 

resultierende Mischkristallsuspension bis zu etwa 
100 ug/lOO I.E. Zn-lonen enthalt. Als Variante die- 
ser Zubereitung konnen die so erzeugten Mi- 
schkristalle auch durch Abschleudern isoliert wer* 
den und nach Gefrlertrocknung in einem Placebo* 
Puffer dosisgemaB resuspendiert werden. 

Die erfindungsgemafien Mischkristalle sowie 
die entsprechenden pharmazeutischen Zubereitun- 
gen, welche diese Mischkristalle enthalten. eignen 
sich wegen des mittieren Retard-Profils und der 
Mogiichkeit der ''Feineinstellung" durch Variation 
der Art und Menge insbesondere der Einzelverbin- 
dungen der Komponente B hervorragend zur Be- 
handlung von Diabetes mellitus. 

Die Erfindung wird nun durch die folgenden 
Beispiele naher erlautert. 
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Beispiei 2 

Wie in Beispiel 1 werden mischkristallisiert: 
Arg2-{B31 -32)-humaninsurm 74 mg 
5 Arg-B31-hunnaninsulin (27 LEymg) 37 mg 
Humaninsulin 37 mg 

Das Kristall-Sediment wird abgeschleudert. mit 
Puffer gewaschen und gefriergetrocknet. Das ge- 
friergetrocknete Kokristall-Pulver wird mit 40 I.EVml 
70 im Placebo-Puffer von pH 6,5 aufgeschlammt. 



Beispiel 3 

15 Humaninsulin (27 1.E./mg) 37 mg 

Arg-B31 -humaninsulin (27 I.E./mg) 111 mg 
werden wie in Beispiel 2 mischkristallisiert, isoliert 
und gefriergetrocknet. Eine Aufschlammung des 
Kristallpulvers in Placebo-Puffer von pH 6.3 (40 

20 I.E^m!) zeigt mit 0,2 KEAg s.c. appliziert, am Hund 
eine deutlich verzogerte Blutzuckersenkung, die 
mit der von NPH-lnsulin vergleichbar ist. 



25 AnsprUche 



Beispiel 1 



Mischkristallsuspension aus 25 % Humaninsulin, 75 
% Arg2-(B3l-32)-humaninsulin mit einer Gesamtak- 
tivitat von 40 l.Eiml. 

Man tost in einem Qesamtvolumen von 100 ml 
H2O 

Arg2-(B31-32)-humaninsulln (27 I.E^mg) 111 
mg 

Humaninsulin (27 I.E^mg) 37 mg 
Citronensaure-1-hydrat 1050 mg 
Glycerin 1600 mg 
Phenol 65 mg 
m-Cresol 165 mg 

Der pH-Wert der L5sung liegt bei ca. 3,5. Die 
Losung wird mit IN NaOH zur Kristallisation auf pH 
6.3 eingestelit. Nach vollstandiger Kristallisation 
uber Nacht bei Raumtemperatur lassen sich im 
Uberstand mit Hilfe der HPLC (= High pressure 
liquid chromatography) 3-5 % Humaninsulin/Argz- 
(B31-32)-humaninsulin nachweisen. Ihr Verhaitnis 
betragt wie bei der Kokristallisation 25/75 %; bei 
s.c.(= subcutan)-Appfication am Kaninchen von 
100 ix\ des klaren Oberstandes laflt sich keine 
signifikante Blutzuckersenkung messen (weil die 
LSsung praktisch keinen Wirkstoff mehr enthMlt). 



1. Mischkristalle aus 

A. nativem Insulin. des-Phe-Bl -insulin, des- 
Thr-B30 (Human)- oder des-Ala-B30(Schwein, 

30 RindHnsulin und 

B. mindestens einem am C-temninalen Ende 
der B-Kette basisch modifizierten Insulin. 

2. Mischkristalle nach Anspruch 1, gekenn- 
zeichnet durch einen isoelektrischen Punkt der 

35 Komponente A kleiner oder gleich etwa 5,5 

und der Komponente B bei etwa 5,8 bis etwa 8,5. 

3. Mischkristalle nach Anspruch 1 oder 2. ge- 
kennzeichnet durch ein Gewichtsverhaltnis der bei- 
den Komponenten A und B von etwa (10-90):(90- 

40 10). 

4. Mischkristalle nach einem oder mehreren 
der Anspruche 1 -3, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Komponente A Humaninsulin und die Kompo- 
nente B Arg-B31 -Humaninsulin und/oder Argz- 

46 (B31-32)-Humaninsulin ist 

5. Verfahren zur Herstellung von Mi- 
schkristallen gemM6 der Definition in einem oder 
mehreren der Anspruche 1-4. 

dadurch gekennzeichnet, 
50 daB man eine wa/3rige Losung von 

A. nativem Insulin, des-Phe-BI -insulin, des-Thr-B30 
(Human)- oder des-Ala-B30(Schwein. Rind)-insulin 
und 

B. mindestens einem am C-terminaien Ende der B- 
55 Kette basisch modifizierten Insulin, 

mindestens einem physiologisch vertrSiglichen Kon- 
servierungsmittel. 

mindestens einem physiologisch vertrSglichen Iso- 
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toniemittei, 

mindestens einer physiologisch vertraglichen 
SSure. 

sowie gegebenenfalls weiteren physiologisch ver- 
traglichen Zusatz- und Hiifsstoffen 
des pH-Werts von etwa 2,5 bis etwa 3,5 herstellt, 
daiS man die Losung dann durch Zusatz einer 
physiologisch vertraglichen Base 
sowie gegebenenfalls eines physiologish vertragli- 
chen Puffers 

auf einen pH-Wert von etwa 5,5 bis 6,9, vorzugs- 
weise von etwa 5,9 bis etwa 6,5. 
und die Mischkristalle aus den Komponenten A und 
B aus dieser Losung zur Kristallisation bringt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5. dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl man die Gesamtkonzentratlon 
der Komponenten A und B in der wa/3rigen Losung 
vor der Kristallisation auf etwa 0,2 bis etwa 40 
mg/ml, insbesondere auf etwa 1 bis etwa 7,5 
mg/ml. einstellt 

7. Verfahren nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch 
gekennzeichnet. dai3 man als Komponente A eine 
solche mit dem isoelektrischen Punkt kleiner Oder 
gleich 5,5 -vorzugsweise Humanlnsulin -und als 
Komponente B mindestens eine solche mit einem 
isoelektrischen Punkt zwischen etwa 5,8 und etwa 
8,5 -vorzugsweise Arg-B31-Humaninsulln und/oder 
Arg2-(B3l-32)-Humaninsulin - venwendet 

8. Verfahren nach einem odere mehreren der 
Anspruche 5 - 7. dadurch gekennzeichnet. da3 
man die Komponenten A und B im Qewichtsver- 
hMltnis von etwa (10-90):(90-10) einsetzt. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der 
Anspruche 5 - 8. dadurch gekennzeichnet. da0 
man als physiologisch vertragliche Konservierungs- 
mittel Phenol, m-Cresol und/oder p-Hydroxyben- 
zoesaurethylester, 

als physiologisch vertragliche Isotoniemittel Glyce- 
rin und/oder NaCI, 

als physiologisch vertrSgliche SMuren Essigsaure, 
Zitronensaure und/oder Phosphorsaure, 
als physiologisch vertragliche Basen NaOH 
und/oder KOH und 

als physiologisch vertragliche Puffer Natriumacetat. 
-citrat und/oder -phosphat und/oder Tris- 
(hydroxymethyl-) aminomethan ven^rendeL 

10. Pharmazeutische Mittel, enthaltend die Mi- 
schkristalle gema/3 einem oder mehreren der Ans- 
pruche 1-4 Oder wie erhalten nach einem oder 
mehreren der Anspruche 5 - 9 in einem physiologi- 
sch vertraglichen Trager. 

-H. Pharmazeutische Mittel gemaB Anspruch 
10 zur Behandlung von Diabetes mellitus. 

12. Verwendung der Mischkristalle gemaS ein- 
em Oder mehreren der Anspruche 1 - 4 oder wie 
erhalten nach einem oder mehreren der Anspruche 



5-9 sowie der pharmazeutischen Mittel gema/3 
Anspruch 10 oder 11 zur Behandlung von Diabetes 
mellitus. 

5 Patentanspruche fOr die folgenden Vertragsstaaten: 
ES, GR: 

1. Verfahren zur Herstellung von Mi- 
schkristallen aus 

70 A. nativem Insulin, des-Phe-BI -insulin, des-Thr-B30 
(Human)- oder des-Ala-B30(Schwein, Rind)-insulin 
und 

B. mindestens einem am C-termlnalen Ende der B- 
Kette basisch modrfizierten Insulin, 
75 dadurch gekennzeichnet. 

daj3 man eine waflrige Losung von 

A. nativem insulin. des-Phe-B1 -insulin, des-Thr-B30 

(Human)- oder des-Ala-B30(Schwein. Rind)-insulin 

und 

20 B. mindestens einem am C-terminalen Ende der B- 
Kette basisch modifizierten Insulin, 
mindestens einem physiologisch vertraglichen Kon- 
servierungsmittel, 

mindestens einem physiologisch vertrSgllchen Iso- 
25 toniemittei, 

mindestens einer physiologisch vertrMglichen 
Saure. 

sowie gegebenenfalls weiteren physiologisch ver- 
traglichen Zusatz- und Hiifsstoffen 
30 des pH-Werts von etwa 2,5 bis etwa 3.5 herstellt, 
da/3 man die Losung dann durch Zusatz einer 
physiologisch vertrSglichen Base 
sowie gegebenenfalls eines physiologisch vertragli- 
chen Puffers 

35 auf einen pH-Wert von etwa 5,5 bis 6.9, vorzugs- 
weise von etwa 5,9 bis etwa 6,5, 
und die Mischkristalle aus den Komponenten A und 
B aus dieser Losung zur Kristallisation bringt. 

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
40 kennzeichnet, dafi man als Komponente A eine 

solche mit einem isoelektrischen Punkt kleiner oder 
gleich etwa 5,5 und als Komponente B eine solche 
mit einem isoelektrischen Punkt zwischen etwa 5,8 
bis etwa 8,5 verwendet. 
45 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daiS man die Komponenten A und 
B in einem Gewichtsverhaltnis von etwa (10-90):- 
(90-10) einsetzt. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der 
50 Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, daC man 

als Komponente A Humaninsulin und als Kompo- 
nente B Arg-B31 -Humaninsulin und/oder Arga- 
(B31-32)-Humaninsulin venwendet. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der 
55 Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dafl man 

die Gesamtkonzentratlon der Komponenten A und 
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B in der wgiiSrigen Losung vor der Kristallisation auf 
etwa 0.2 bis etwa 40 mg/ml. insbesondere auf etwa 
1 bis etwa 7,5 mg/ml, einstellt 

6. Verfahren nach einem Oder mehreren der 
Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, da/3 man s 
als physiologlsch vertragliche Konservierungsmittel 
Phenol, m-Cresol und/oder p-Hydroxybenzoesaure- 
thylester, 

als physlologisch vertragliche Isotoniemlttel Glyce- 
rin und/oder NaCI, io 
als physlologisch vertragliche Sauren Essigsaure, 
Zitronensaure und/oder Phosphorsaure, 
als physlologisch vertragliche Basen NaOH 
und/oder KOH und 

als physlologisch vertragliche Puffer Natriumacetat, is 
•citrat und/oder -phosphat und/oder Tris- 
(hydroxymethyl-) aminomethan venA^endet. 

7. Verfahren zur Herstellung eines 
pharmazeutischen Mitteis, dadurch gekennzeichnet. 

daB man Mischkristalie. welche nach dem Verfah- 20 
ren gema/3 einem oder mehreren der Anspruche 1 
- 6 erhalten wurden, mit einem physiologlsch ver- 
traglichen Trager sowie ggf, weiteren physlologisch 
vertraglichen Zusatz- und Hilfsstoffen in eine geei- 
gnete Darreichungsform bringt. 25 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 das verfahrensgemafl herge- 
stellte Mittel zur Behandlung von Diabetes meliitus 
bestimmt ist. 

9. Venwendung der nach dem Verfahren gemSiS 30 
einem oder mehreren der Anspruche 1-6 erhalte- 

nen Mischkristalie zur Herstellung eines 
pharmazeutischen Mitteis zur Behandlung von Dia- 
betes meliitus. 
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© Mischkristalle aus 

A. nativem Insulin, des-Phe-B1*lnsu(in, des- 
Thr-B30(Human)-oder des Ala-B30(Schwein,RindHn- 

sulin und 

B. mindestens einem am C-terminalen Ende 
der B-Kette basisch modifizierten Insulin, - vorzugs- 
weise aus Humaninsulin (A) und Arg-B31-Humanin- 
sulin und/oder Arg2-(B31-32)-Humaninsulin (B) - 
werden durclri Kristaliisation aus waflriger Losung 
innerhalb eines engen pH-Bereichs (von etwa 5.5 bis 
etwa 6,9) erhalten. 

Die Mischkristalle zeigen ein spezielles mittleres 
Retard-Profil und eignen sich zur Behandlung von 
Diabetes mellitus. 
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